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摘 要 
[目的] 
EB 病毒以潜伏感染形式寄存在 EB 病毒相关肿瘤细胞中，NF-kB 起着关键性
作用。抑制 NF-kB 活性能够诱导 EB 病毒进入溶菌循环，并对肿瘤细胞产生溶菌
毒性。有研究表明，阐明小白菊内酯（parthenolide, PN）具有抑制 NF-kB 的作用。





通过描绘细胞生长曲线、MTT 的方法观察 PN 对 Raji 细胞的生长和活性
抑制情况；annexin V-PI 和 DAPI 染色观察 PN 对细胞的促凋亡作用；流式细胞
技术分析 PN 对 Raji 细胞周期的影响；Western-blot 检测 PN 作用后 caspase 表
达；RT-PCR 分析不同浓度 PN 作用后 BZLF1、BRLF1 基因表达；使用 ELISA
方法检测不同浓度 PN 作用后细胞内 NF-kB（p65）活性的变化；western-blot
分析 PN 作用前后胞浆、胞核中 NF-kB 量的变化；MTT 法分析 PN 与更昔洛韦
合用对 Raji 细胞毒作用。 
统计学处理:数据统计分析采用 SPSS 13.0 统计软件包进行处理，实验所得
数据以均数±标准差（⎯x±SD）表示，多组间比较采用 One-way ANOVA 统计方
法分析，p＜0.05 为差异具有统计学意义。 
[结果] 
1．PN 抑制 Raji 细胞增殖。MTT 结果显示使用 4umol/L、6umol/L、8umol/L、
12umol/L PN 处理 Raji 细胞后，其增殖能力显著抑制，48 小时抑制率分别为
0.37±0.04、0.4375±0.1、0.59±0.1、0.97±0.02（p＜0.05)（MTT 分析） 
2. PN 诱导 Raji 细胞凋亡。DAPI 染色显示 PN 处理组凋亡细胞比例明显高于对
照组，annexin V-PI 标记流式细胞仪检测结果. 0 umol/L、4 umol/L、6 umol/L 
















3. PN 导致 Raji 细胞周期阻滞。流式细胞仪检测细胞周期显示 PN 处理组 G0/G1
期细胞数增多。 （流式细胞术分析） 
4.PN 诱导 Raji 细胞凋亡通过线粒体途径。（Western-blot 分析） 
5.PN 能够诱导 Raji 细胞进入溶菌循环。（RT-PCR 法分析） 
6. PN 抑制 NF-kB（p65）活性。Western-blot 检测不同浓度的 PN 处理细胞后，
与空白对照比 NF-kB（p65）蛋白表达量在细胞核中明显减少，并且 ELISE 结果
提示 NF-kB（p65）活性明显被抑制。（Western-blot 法分析、ELiSE 法分析） 
7. PN 与更昔洛韦联合能够明显增强其对 Raji 细胞的毒作用。（MTT 分析） 
结论：小白菊内酯对 EB 病毒相关伯基特淋巴瘤细胞具有细胞毒性及溶菌毒性，
联合抗病毒药物是治疗 EB 病毒相关伯基特淋巴瘤的一种新方法。 
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Abstract 
【Objective】 
Epstein-Barr (EBV) infection in tumor cells is generally restricted to the latent form 
of viral infection. The switch from latent to lytic infection may induce tumor cells 
death. An important nuclear factor, nuclear factor (NF)-kB, is thought to play an 
essential role in EBV lytic infection; Burkitt lymphoma (BL) has been reported to be 
strongly associated with Epstein-Barr virus (EBV) infection. The fact that EBV is 
broadly presented in cancers but rarely found in healthy cells represents an 
opportunity for targeted cancer therapy. One approach is to activate the lytic 
replication cycle of the latent EBV. Several researches have showed that 
parthenolide(PN) can inhibit NF-kB activity.The purpose of our study is to assess 
whether parthenolide (PN) can induce apoptosis and lytic cytotoxicity in 
Epstein-Barr virus (EBV)-positive Burkitt lymphoma cells and the mechanism 
involved.  
[Methods] 
An EBV-positive Burkitt lymphoma cell line, Raji, was treated with PN in the 
presence or absence of ganciclovir (GCV). Subsequently, the proliferation of Raji 
cells was measured using an MTT assay. Apoptosis was detected using annexin V 
assays, 4',6-diamidino-2-phenylindole staining assays, and caspase-3 assays. Cell 
cycle distribution was analyzed using flow cytometry. A nuclear factor-kappaB 
(NF-κB; RelA/p65) transcription factor assay kit was used to detect NF-κB activity. 
Two viral immediate-early genes BZLF1 and BRLF1 mRNA expression was 
detected using reverse transcriptase polymerase chain reaction, and activated poly 
(ADP-ribose) polymerase, caspase-8, caspase-9, and NF-κB (RelA/p65) protein 
expression were detected using Western blot analysis. 
Data were expessed as mean±SD and analyzed using SPSS 13.0 software. 
Differences between the groups were evaluated by the one-way ANOVA. P-values < 
















PN not only suppressed the growth of Raji cells but also activated the transcription 
of BZLF1 and BRLF1 by inhibiting NF-κB activity. Most importantly, when PN was 
used in combination with GCV, the cytotoxic effect of PN was amplified. 
Conclusion 
Induction of lytic EBV infection with PN in combination with GCV could be a viral 
targeted therapy for EBV-associated Burkitt lymphoma.  
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英文缩写 LIST OF ABBREVIATION 
英文缩略词       英文全称                  中文名称 
PN        parthenolide       小白菊内酯 
EBV          Epstein-Barr Virus             EB 病毒 
NF-κB         Nuclear factor-kappaB         NF-κB 因子 
GCV             ganciclovir                更昔洛韦 
DMSO             Dimethylsulfoxide                   二甲基亚砜 
PBS           Phosphate bufferd solution               磷酸盐缓冲溶液 
MNC                 Mononuclear cell               单个核细胞 
PBMC          Peripheral Blood Monomuclear Cell     外周血单个核细胞 
FCM                 Flow Cytometry                 流式细胞仪 
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第一章  前 言 
EBV 是一种γ-疱疹，双链 DNA 病毒,基因组长 172kb ,在病毒颗粒中呈线
性分子,进入受染细胞后, 其 DNA 发生环化并能自我复制。EB 病毒相关淋巴细
胞增殖性疾病包括伯基特淋巴瘤、获得性免疫缺陷性疾病淋巴瘤、霍奇金淋巴
瘤、移植后相关淋巴瘤、年龄相关淋巴瘤、外周 T、NK 细胞淋巴瘤[1-3]。EB 病
毒生存形式包括溶菌复制和潜伏感染这两种形式，其中潜伏感染最为常见。有
90 %以上的人 EBV 终身潜伏感染[4-6]。在 EBV 感染淋巴细胞过程中可表达 2 
种基因,即两种小核酸 RNA ( EBER1 和 EBER2) ,6 种核抗原( EBNA1、EBNA2、
EBNA3A、EBNA3B、EBNA3C 和 LP) ,3 种潜伏期膜蛋白(LMP1、LMP2A、
LMP2B)[1] 。EBNA1、EBNA2、EBNA3A、EBNA3C、LP 和 LMP1 与 B 淋
巴细胞的转化有关。 
LMP1 一种六次跨膜蛋白，分为三个区域，分别是：简短有 24 个氨基酸的







NIK 磷酸化激活抑制 KB 调节激酶，这将会导致 IkB 下调，释放激活的 NF-κ


















重要的一步，只有这样才能更好的彻底的杀灭肿瘤[10, 11]。诱导 EB 病毒进入溶
菌循环的始动基因为 BZLF1 和 BRLF1 这两种基因。EB 病毒进入溶菌循环激发
宿主免疫系统来杀伤 EB 病毒和感染细胞[12]。同时，进入溶菌循环后使抗病毒
药磷酸化，表达蛋白激酶提供抗病毒药作用靶点，从而使增强了对 EB 病毒阳
性肿瘤的细胞毒作用[10]。基于以上的发现为我们治疗 EB 病毒阳性相关的 B 细
胞淋巴瘤提供方向。 
NF-κB 为调节细胞凋亡、细胞周期以及细胞癌变的重要转入因子。有文
献报道在淋巴瘤的发病机制中 NF-κB 信号通路扮演着重要的角色[12]。EB 病毒
潜伏感染表的蛋白 LMP1 能够激活 NF-kB 活性[13]，NF-kB 表达量的增加促进
EB 病毒感染的细胞生存、增殖[14-17]，同时也抑制了溶菌基因的表达和溶菌蛋白
的合成。这些发现显示 NF-kB 抑制剂或许能够成为治疗 EB 病毒阳性肿瘤有效
地方法之一。 
艾菊是一种草本类植物 ,是传统的中草药 ,具有镇痛、抗菌及抗肿瘤作用 ,
可治疗发热、偏头痛及关节痛。从艾菊中可提取出多种药用成分 ,其中小白菊
内酯 (parthenolide, PAR,分子式 C 15 H 20 O 3 ,相对分子质量 248. 32,结构式见























κB 的特异性抑制剂，其抗肿瘤作用主要是通过抑制 NF-κB 活性、与 IKK 直
接结合[29-30]、改变 NF-kB（p50）和 NF-kB（p65）的结构[31-32] ，阻断 IκB-α
在胞浆的降解或是抑制 NF-kB 胞浆向胞核易位[33-35]而实现。同时 PTL 尚可抑制
TNF-α介导的 NF-κB 的激活、诱导 ROS 产生、降低 JNK 和 p38 活性、减弱
AP-1 结合 DNA 的能力[36-38]，从而诱导细胞凋亡。 
      在本实验研究中，我们分析研究小白菊内酯对 Raji 细胞（EB 病毒阳性
淋巴瘤）的作用。结果显示小白菊内酯能够抑制 NF-kB（p65）活性，同时也能
够诱导 Eb 病毒进入溶菌复制从而进一步清除被 EB 病毒感染的细胞。当与更昔
洛韦联用时，可以明显增强小白菊内酯的细胞毒作用。根据本实验结果说明小
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优级胎牛血清（FBS）      杭州四季青 
RPMI1640 培养基         美国 Invitrogen（GIBCO）公司 
青霉链霉素混合液                        北京索莱宝 
1×PBS 细胞培养 PH7.2-7.4               自制 
DMSO Biomol 细胞培养级                  Sigma 
小白菊内酯（PN）                      Sigma 
台盼兰染液 碧云天公司 
噻唑蓝（MTT）                           东盛生物公司 
annexin V-PI Invitrogen 公司 
DAPI 染料                        天根生物公司 
15ml 离心管                  厦门欣尚生物公司 
25 cm2 培养瓶             Corning 
细胞培养六孔板       Caster 
细胞培养九十六孔板                      Caster 
PI 染料                                  索来宝 
RNA 酶                            东盛生物公司 
引物                                    invitrogen 合成 
PCR TaqMix                        广州东盛生物科技有限公司 
琼脂糖                                上海 GENE TECH 公司 
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First Strand cDNA Synthesis Kit(20)     Fermentas 
6×Loading Buffer（上样缓冲液）       广州东盛生物科技有限公司 




DEPC 处理水 上海生工生物工程有限公司 
亚硫氰酸钠 Sigma 公司 
氢醌 Sigma 公司 
人外周血单个核细胞抽提液 Toyobo 公司 
Hanks 液 Hyclone 公司 
RIPA 裂解液 碧云天生物技术有限公司 
PMSF 碧云天生物技术有限公司 
AP（过硫酸胺） 美国 Sigma 公司 
考马斯亮蓝 G-250 美国 Sigma 公司 
脱脂奶粉 美国雀巢公司 
4×蛋白上样缓冲液 北京 Solarbio 公司 
Tween-20 北京 Solarbio 公司 
TEMED 上海生工生物工程有限公司 
PVDF 膜 美国 Millipore 公司 
预染蛋白 Marker 美国 Fermentas 公司 
增强化学发光试剂盒（ECL） 北京普利来生物有限公司 
兔抗人β-actin 单克隆抗体 美国 Cell Signaling Technology 
兔抗人 tubulin 单克隆抗体 美国 Epitomics 公司 
兔抗人 caspase-8 多克隆抗体 美国 Cell Signaling Technology 
兔抗人 NF-kB(p65)单克隆抗体 美国 Cell Signaling Technology 
HRP 标记羊抗兔 IgG 美国 Cell Signaling Technology 
Caspase-3 activity kit EMD Chemicals 
NF-κB (p65) Transcription Factor Assay 
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